PCT 



ORGA 



ON MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLEi 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 
C12N 15/54, 1/19, C12P 33/00, C12N 

9/10 



Al 



(11) Numero de publication international : WO 99/40203 
(43) Date de publication internationale: 12 aout 1999 (12.08.99) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR99/00237 

(22) Date de depot international: 4 fevrier 1999 (04.02.99) 



(30) Donn^es relatives a la priority : 

98/01329 5 fdvrier 1998 (05.02.98) 



FR 



(71) Deposant: HOECHST MARION ROUSSEL [FR/FR]; 1, ter- 

rasse Bellini, F-92800 Puteaux (FR). 

(72) Inventeurs: ACHSTETTER, Tilman; Uhlandweg 11, D-77704 

Oberkirch (DE). CAUET, Gilles; 8, rue du Marechal 
Leclerc, F-67370 Griesheim/Souffel (FR). DEGRYSE, 
Eric; 4, rue des Alisiers, F-67100 Strasbourg (FR). 

(74) Mandataire: VIEILLEFOSSE, Jean, Claude; Hoechst Marion 
Roussel, 102, route de Noisy, F-93235 Romainville Cedex 
(FR). 



(81) Etats designes: AU. BR, CA, CN, CZ, HR, HU, ID, IL, IN, JP, 
KR, MX, PL, SI, SK, TR, UA, YU, brevet eurasien (AM, 
AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: YEAST STRAINS WITH INTERRUPTED ATF2 GENE AND USES 

(54) Titre: SOUCHES DE LEVURE AY ANT LE GENE ATF2 INTERROMPU ET LEURS APPLICATIONS 
(57) Abstract 

The invention concerns a modified yeast strain wherein the acetyl-CoA pregnenolone acetyl-transferase activity (APAT) is eliminated 
by alteration of the gene coding for said activity and which results in stabilisation of the 3^-hydroxysteroids. 

(57) Abrege* 

L* invention a pour objet une souche de levure modified dans laquelle Factivit6 ac6tyl-CoA pregnenolone ac6tyl-transfe"rase (APAT) 
est 61iminee par alteration du gene codant pour cette activit6 et dont il nSsulte une stabilisation des 3£-hydroxysteroides. 



BNSOOCID: <WO_9940203A1_I_> 



UNIQUEMENT A TITRE D } INFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
internationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovenie 


AM 


Arm6nie 


FI 


Finlande 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autriche 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Austral ic 


GA 


Gabon 


LV 


Lettonie 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaldjan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosn ie- Herze govine 


GE 


Gdorgie 


MD 


Republique de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guinee 


MK 


Ex-Republique yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




de Macedoine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinite-et-Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irlande 


MN 


Mongolie 


UA 


Ukraine 


BR 


Brfsil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


Belarus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Etats-Unis d'Amerique 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


MX 


Mexique 


uz 


O Uzbekistan 


CF 


Republique centrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvege 


zw 


Zimbabwe 


CI 


Cdte d'lvoire 


KP 


Republique populaire 


NZ 


Nouvelle-Z61ande 






CM 


Camcroun 




democratique de Coree 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Re"publique de Coree 


PT 


Portugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumanie 






CZ 


Republique tcheque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


Federation de Russie 






DE 


AHemagne 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






EE 


Estonie 


LR 


Liberia 


SG 


Singapour 







BNSDOCID: <WO 9940203A1_I_> 



WO 99/40203 




PCT/FR99/00237 



Souches de levure ayant le gene ATF2 interrompu 
et leurs applications* 

La formation de 3-oxo-delta 4 -steroIdes a partir de 
precurseurs 3p-hydroxy-delta 5 dans la biosynthese de toutes 
5 les classes d' hormones steroides chez les mammiferes est 
catalysee par le systeme enzymatique 3p-hydroxy-delta 5 - 
steroide dehydrogenase (EC 1.1.1.145) et delta 5 -delta 4 - 
steroide isomerase (EC 5.3.3.1), denomme 3p-HSD. La 3p-HSD 
catalyse par exemple la transformation de la pregnenolone en 

10 progesterone, de la 17a-hydroxypregnenolone en 17a-hydroxy- 
progesterone, de la dehydroepiandrosterone en delta 4 - 
androstenedione ou du 5 -androstene-3p- 17P~diol en testosterone 
(Simard et al . , 1996). 

La 3p-HSD represente done l'une des enzymes-cle de la 

15 voie de biosynthese de 1 ' hydrocortisone a partir du choleste- 
rol dans le cortex adrenal ien des mammiferes (Figure 1) . 

L 1 utilisation de microorganismes recombinants, en parti- 
culier de levures transformees permettant 1 1 expression hete- 
rologue de 1 1 un ou plusieurs des enzymes de mammiferes de 

20 cette voie de biosynthese pour produire de 1 1 hydrocortisone 
ou des intermediaires de cette biosynthese a ete decrite par 
exemple dans la demande de brevet europeenne EP 340878, le 
brevet US 5,13 7,822, Dumas et al . , 1994 et Cauet et al . , 
1994 . 

25 Lorsque la 3P-HSD f onctionnelle est exprimee dans la 

levure, les cellules de levure transformees ne convertissent 
pas completement les 3p-hydroxysteroides en 3 -oxosteroides 
correspondants , par exemple la pregnenolone en progesterone, 
mais accumulent un compose observe egalement dans le cas des 

30 cellules de la levure non transformee. L 1 identification du 
compose accumule a 1 ' ester 3P-acetique du steroide de depart 
et la caracterisation de 1 1 enzyme ayant une activite acyl- 
transferase responsable de cette esterif ication (denommee 
plus loin APAT pour " acetyl -coenzyme A pregnenolone acetyl - 

35 transferase") sont decrits dans la presente demande. D' autre 
part, 1 ' accumulation d' acetate de pregnenolone par une souche 
de levure transformee productrice de pregnenolone a ete 
decrite dans la demande de brevet europeenne EP 727489. Ces 
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observations permettent de considerer que 1 1 esterif ication 
des 3p-hydroxysteroIdes produite par la levure est 
indesirable puisqu f elle est responsable de reactions secon- 
daires et de sous-produits conduisant a une diminution du 
rendement en 3 P- hydroxys tero ides accumules, par exemple en 
pregnenolone ou a une diminution du rendement de byconver- 
sion de 3p-hydroxy-delta 5 -steroides en 3-oxo-delta 4 -steroIdes , 
notamment dans la production de la progesterone ou de la 
17a-hydroxy-progesterone conduisant a une diminution de 
production ulterieure de 1 1 hydrocortisone par la voie de 
biosynthese deja citee . 

A la suite des resultats obtenus mentionnes ci-dessus, 
la presente invention decrit la construction de souches de 
levure, ayant perdu l 1 activite APAT indesirable, par altera- 
tion "du "gene codant pour cette activite et" dont~ il~ resulte . - - 
une stabilisation des 3P-hydroxysteroIdes en presence de 
celles-ci. Ces souches sont done utilisables comme souches de 
depart pour construire des souches recombinantes capables de 
transformer des 3p-hydroxysteroides en produits ulterieurs 
avec des rendements ameliores . 

L' invention decrit aussi la construction de souches de 
levure ayant perdu 1' activite APAT par alteration du gene 
codant pour cette activite et soit exprimant la 3p-HSD ou le 
cytochrome P 450 17a , soit coexprimant la 3 p-HSD et le 
cytochrome P 450 17a de la voie de biosynthese de 1' hydrocor- 
tisone a partir du cholesterol. Les souches exprimant par 
exemple la 3P-HSD permettent d'ameliorer les rendements de 
bioconversion des 3P-hydroxy-delta 5 -steroides en 3 -oxo-delta 4 - 
steroides et sont done utilisables dans les procedes de 
production amelioree de 1 1 hydrocortisone ou de ses 
intermediaires dans la levure. 

La presente invention a done pour objet une souche de 
levure modifiee dans laquelle I'activite acetyl-CoA pregneno- 
lone acetyltransferase (APAT) est eliminee par alteration du 
gene codant pour cette activite et dont il resulte une 
stabilisation des 3 p- hydroxys tero ides . 

L 1 alteration du gene codant pour 1 ! activite APAT peut 
etre realisee par exemple par insertion, deletion ou substi- 
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tution d'une sequence d'ADN dans les elements fonctionnels du 
gene, par exemple le promoteur ou la sequence codante pour la 
proteine ayant l'activite APAT. L ' integration de la sequence 
d'ADN ainsi alteree dans une souche hote de levure peut etre 
ensuite effectuee par exemple par la methodologie de la 
recombinaison homologue et conduit a la generation de mutants 
chromosomiques de levure correspondant aux souches modifiees 
de 1 ! invention dans lesquelles la disparition de l'activite 
APAT et la stabilisation des 3P-hydroxysteroides sont mises 
en evidence, par exemple par culture des cellules en presence 
de pregnenolone et par mesure de la teneur en pregnenolone en 
fonction du temps en suivant des conditions operatoires 
decrites plus loin dans la partie experimentale. 

Comme souches de levure hotes utilisees pour 1 1 inven- 
tion, on peut citer notamment les souches de Saccharomyces 
telles que S. cerevisiae, les souches de Candida telles que 
C. waltosa, les souches de Kluyveromyces telles que K. lactis 
ou les souches de Pichia telles que P. pastoris . 

L' invention a particulierement pour objet une souche de 
levure modifiee ci-dessus dans laquelle le gene altere est le 
gene ATF2 de S. cerevisiae ou un homologue de celui-ci. 

Par gene ATF2 , on entend le gene de S. cerevisiae 
identifie dans le genome de la levure sous le locus ATF2 ou 
YGR177c, de " Saccharomyces Genome Database" (SGD) ; (Cherry 
et al . http://genome-www.stanford.edu/Saccharo7nyces/) dont le 
cadre de lecture ouvert (ORF) denomme YGR177c est traduit en 
sequence d'acides amines dans la banque de donnees Mips, 
accessible sous le numero d'accession S64491 (Hebling U. , 
Hofmann B. et Delius H. (May 1996)) et dont la sequence est 
montree a la figure 4. Ce gene code pour une proteine ayant 
l'activite APAT, comme cela est montre plus loin dans la 
partie experimentale. 

Par gene homologue du gene ATF2 , on entend un gene qui 
code pour une proteine ayant l'activite APAT et ayant une 
identite de sequence d' environ 60 % et plus avec la sequence 
de la proteine YGR177C. 

L 1 invention a plus particulierement pour objet une 
souche de levure modifiee ci-dessus dans laquelle le gene 
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altere est le gene ATF2 de S. cerevisiae et denommee plus 
loin souche mutante atf2. 

L 1 invention a specialement pour objet une souche de 
levure modifiee ci-dessus, dans laquelle le gene ATF2 est 
5 altere par insertion d'une sequence d'ADN ayant au moins un 
nucleotide . 

La sequence d'ADN qui est inseree dans le gene ATF2 de 
fa<?on a perdre toute activite APAT peut etre, par exemple un 
gene de selection auxotrophe completant une exigence nutri- 

10 tionnelle de la souche hote telle que le gene URA3 , le gene 
LEU2, le gene TRP1, le gene HI S3 ou le gene ADE2 , par exemple 
un gene de selection dominant tel qu 1 un gene de resistance a 
un antibiotique tel que G418, la phleomycine ou 1 ' hygromycine 
B ou par exemple un gene rapporteur tel que le gene fiGAL . 

15" La" sequence d' ADN" qui est - inseree" dans" le gene ATF2 peut 

etre aussi un bloc d' expression de levure constitue d'un 
promoteur et d'un terminateur de transcription, par exemple 
un promoteur de levure tel que PGK, TDH3 , CYC1 ou TEF1 , par 
exemple un terminateur de levure tel que CYC1, TDH3 , TEF1 ou 

20 PGK. Le bloc d 1 expression peut etre une combinaison des 

elements cites ci-dessus, par exemple le bloc TEFl pro J PGK term . 

L' invention a plus specialement pour objet une souche de 
levure modifiee ci-dessus, dans laquelle le gene ATF2 est 
altere par insertion du gene de selection URA3 ou du bloc 

25 d ! expression TEFl prom /PGK term . 

L' invention a particulierement pour objet une souche de 
levure modifiee ci-dessus, dans laquelle le gene ATF2 est 
altere par insertion du gene de selection URA3 . 

Les souches mutantes atf2 de 1' invention, depourvues 

30 d' activite APAT et dans lesquelles le gene URA3 a ete insere, 
denommees plus loin SLtf2-A::URA3, ont ainsi pu etre selec- 
tionnees par prototrophie a l'uracile. 

L' invention a tout specialement pour objet les souches 
de S. cerevisiae modifiees denommees TGY156 et TGY158, dont 

35 les constructions detaillees sont donnees plus loin dans la 
partie experimentale . 

L 1 invention a aussi particulierement pour objet une 
souche de levure modifiee ci-dessus, dans laquelle le gene 
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ATF2 est altere par insertion du bloc d' expression 
TEFl prom /PGK term . Les souches mutantes atf2 de l 1 invention, 
depourvues d 1 activite APAT et dans lesquelles le bloc 
d 1 expression TEFl prom /PGK cerm a ete insere, denommees plus loin 
5 atf2- A : :TEFl prom /PGK term , ont pu etre select ionnees pour 

1 ' absence d'un gene URA3 fonctionnel, remplace par un bloc 
d 1 expression, par leur resistance a 1 ' acide 5- f luoro-orotique 
(5-FO) . 

L 1 invention a tout specialement pour objet la souche de 
10 S. cerevislae modifiee, denommee TGY186, dont la construction 
detaillee est donnee plus loin dans la partie experimentale . 

L f invention a aussi pour objet une souche de levure 
transf ormee dans laquelle 1 ' activite acetyl-CoA pregnenolone 
acetyitransf erase (APAT) est eliminee par alteration du gene 
15 codant pour cette activite et exprimant au moins 1 1 une des 
enzymes de mammiferes de la voie de biosynthese de 1' hydro- 
cortisone a partir du cholesterol choisie parmi : 

- I 1 enzyme de clivage de la chaine laterale du cholesterol 
(P 4S0 SCC) , 

20 - la 3p-hydroxy-delta 5 -steroide deshydrogenase/delta 5 -delta 4 - 
steroide isomerase (3p-HSD) et 

- la 17a-steroide hydroxylase (P 450 17a) . 

Les souches de levure transf ormees de 1 1 invention peuvent 
etre obtenues par exemple par transformation de souches 

25 mutantes' atf2 de l f invention selon les methodes connues, par 
exemple par transformation par un vecteur d 1 expression de 
P 450 SCC ainsi que d 1 ADX et d 1 ADR, par un vecteur d' expression 
de la 3p-HSD ou par un vecteur d' expression de P 450 17a. Les 
souches mutantes atf2 peuvent aussi etre eventuellement 

3 0 co- transf ormees , par exemple par un vecteur d 1 expression de 
la 3p-HSD et par un vecteur d* expression de P 450 17a ou etre 
transformees par un vecteur de coexpression de la 3P-HSD et 
de P 450 17a et etre utilisees par exemple dans un procede de 
bioconversion de la pregnenolone en 17a-hydroxyprogesterone . 

35 Des vecteurs construits pour 1 1 expression de P 450 SCC 

ainsi que d 1 ADX et d 1 ADR, de la 3P-HSD ou de P 450 17a d'origine 
bovine ou humaine dans des souches de levure ont ete decrits, 
par exemple par Dumas et al . , 1994, dans la demande de brevet 
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europeenne EP 340878 ou dans le brevet US 5,137,822. 

L 1 invention concerne particulierement une souche de 
levure transformee ci-dessus, dans laquelle le gene altere 
est le gene ATF2 de S. cerevisiae ou un homologue de celui- 
5 ci. L 1 invention a plus particulierement pour objet une souche 
de levure transformee ci-dessus, dans laquelle le gene altere 
est le gene ATF2 de S. cerevisiae et correspondant a une 
souche atf2 transformee. 

L' invention a tout particulierement pour objet une 
10 souche de levure transformee ci-dessus, dans laquelle le gene 
ATF2 est altere par insertion d'une sequence d 1 ADN ayant au 
moins un nucleotide et a specialement pour objet une souche 
de levure transformee, dans laquelle le gene ATF2 est altere 
par insertion du gene de selection URA3 et correspondant a 
15 une "souche atf2-A : :URA3 transformee 7 

L ! alteration du gene de fa<?on a perdre toute activite 
APAT, le gene ATF2 ou un homologue de celui-ci ainsi que les 
souches hotes ont les significations indiquees precedemment . 
L' invention concerne tout specialement une souche de 
20 levure transformee atf2-A: :URA3 ci-dessus exprimant la 3|3-HSD 
et en particulier la souche de S. cerevisiae transformee 
denommee TGY158/pTG108 62 dont une construction detaillee est 
decrite plus loin dans la partie experimentale . 

L' invention a aussi specialement pour objet une souche 
25 de levure transformee ci-dessus, dans laquelle le gene ATF2 
est altere par insertion du bloc d' expression TEFl pTOm / PGK term 
et correspondant a une souche atf2-A:: TEFl prom /PGK term 
transformee . 

L 1 invention concerne aussi tout specialement une souche 
30 transformee atf2-A:: TEFl prom /PGK tezn ci-dessus exprimant P 450 17a 
et en particulier la souche de S. cerevisiae transformee, 
denommee TGY1 8 6 /pTGl 0435. 

L»' invention concerne particulierement une souche de 
levure transformee atf2-Az: TEFl prom /PGK term ci-dessus 
3 5 coexprimant la 3(i-HSD et P 450 17a et tout particulierement la 
souche S. cerevisiae transformee, denommee TGY186/pTG10417 . 

L 1 invention a aussi pour objet un procede d f oxydation in 
vivo d'un substrat choisi parmi un sterol endogene, un sterol 
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exogene ou un steroide exogene dans lequel on utilise une 
souche de levure transformee ci-dessus que, soit l'on cultive 
seule lorsque la souche genere le sterol endogene, soit l'on 
incube avec le sterol ou le steroide exogene et on isole 
5 eventuellement le compose oxyde obtenu. 

Par sterol endogene, on entend un sterol accumule dans 
une souche de levure et qui est un substrat de 1 ' enzyme de 
clivage de la chaine laterale (P 4S0 SCC) lorsque la levure, 
apres transformation par exemple par un vecteur d' expression 

10 de P 450 SCC, d'ADX et d 1 ADR, est cultivee en absence de sterol 
exogene. Les sterols endogenes utilises pour la mise en 
oeuvre du procede de 1 1 invention peuvent etre par exemple 
l ! ergosta 5-ene-3-ol, 1 ' ergosta 5 , 24 (28 ) -diene-3 -ol ou 
I'ergosta 5 , 22 -diene-3 -ol . La demande de brevet europeenne EP 

15 727489 decrit 1 ' accumulation de tels sterols dans une souche 
de levure et le clivage de leur chaine laterale dans une 
culture de la souche apres transformation par un vecteur 
d 1 expression de P 450 SCC, d'ADX et d 1 ADR . Une telle souche de 
levure, dans laquelle 1 ' activite APAT est aussi presente, 

2 0 peut etre modifiee au prealable pour obtenir une souche 

mutante atf2 selon 1* invention, puis etre transformee par un 
vecteur d 1 expression de P 450 SCC, d'ADX et d 1 ADR pour obtenir 
une souche mutante atf2 transformee selon 1' invention. 

Par sterol exogene, on entend un sterol qui est un 

25 substrat* de 1 1 enzyme de clivage P 450 SCC par incubation avec 
une souche de levure transformee par un vecteur d' expression 
de P 4S0 SCC, d'ADX et d 1 ADR, par exemple le cholesterol ou le 
sitosterol. Une telle souche peut etre par exemple une souche 
mutante atf2 transformee par un vecteur d 1 expression de 

30 P 450 SCC, d 1 ADX et d 1 ADR . 

Le 3P-hydroxysteroide obtenu par clivage de la chaine 
laterale du sterol endogene ou exogene utilise comme substrat 
est totalement sous forme libre, c'est-a-dire non accompagne 
de 1' ester 30-acetique correspondant , dans les cultures de 

35 souches atf2 transformees exprimant P 4S0 SCC, ADX et ADR. 

Par steroide, on entend un steroide qui est un substrat 
de 1 1 enzyme 3p-HSD par incubation avec une souche de levure 
transformee par exemple par un vecteur d» expression de la 
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3(3-HSD, tel que la pregnenolone, la 17a-hydroxypregnenolone 
ou la dehydroepiandrosterone ou un sterolde qui est un 
substrat de I 1 enzyme P 450 17a par incubation avec une souche de 
levure transformee par exemple par un vecteur d* expression de 
P 4S o 17a ' tel c * ue la progesterone ou la pregnenolone. Une telle 
souche peut etre par exemple une souche mutante atf2 
transf ormee par un vecteur d» expression de la 3(3-HSD ou par 
un vecteur d' expression de P 450 17a selon 1' invention. 

L 1 invention a particulierement pour objet le procede 
d'oxydation in vivo ci-dessus, dans lequel le substrat est un 
3 (3- hydroxys terolde et dans lequel on utilise une souche de 
levure a tf2 -A : : URA3 transformee exprimant la 3P-HSD et isole 
eventuellement le 3 -oxo-delta 4 -stero!de obtenu et a specia- 
lement pour objet un procede dans lequel le 3p-hydroxy 
sterolde est choisi parmi la "pregnenolone" ou la 17a- 
hydroxypregnenolone . 

Le 3p-hydroxysteroIde utilise comme substrat est stable 
lorsqu'on 1 » incube avec une souche atf2-A ; :URA3 de 1 1 inven- 
tion transformee par un vecteur d 1 expression de 3P-HSD. 
0 L ( invention fournit ainsi un procede ameliore de production 
de 3-oxo-delta 4 -steroIde dans une levure puisque la totalite 
du substrat 3p-hydroxy peut etre oxydee en 3 -oxo-delta 4 - 
steroide, comme cela est montre plus loin dans la partie 
experimentale . 

5 L 1 invention a aussi particulierement pour objet le 

procede d ! oxydation in vivo ci-dessus, dans lequel le 
substrat est un steroide et dans lequel on utilise une souche 
de levure atf2-J;; TEFl prom /PGK term transformee exprimant P 450 17a 
et isole eventuellement le steroide 17a-hydroxyle obtenu et a 

0 specialement pour objet un procede dans lequel le substrat 
steroide est la pregnenolone ou la progesterone. 

La pregnenolone utilisee comme substrat est stable 
lorsqu'on 1 ' incube avec une souche atf2-A:: TEFl prQm /PGK term 
transformee par un vecteur d' expression de P 450 17a. 

5 L ! invention fournit done aussi un procede ameliore de 

production de 17a-hydroxysteroides a partir de 3fi- 
hydroxysteroides puisque la totalite du substrat 3^-hydroxy 
peut etre 1 7a -hydroxy lee . 
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L' invention a aussi particulierement pour objet le 
procede d'oxydation in vivo ci-dessus, dans lequel le 
substrat est un 3p-hydroxy steroide et dans lequel on utilise 
une souche de levure atf2- A : : TEFl prom /PGK term transformee 
5 coexprimant la 3p-HSD et P450-17aet isole eventuellement le 
3-oxo-delta 4 -steroIde 17a-hydroxyle obtenu. L' invention a 
specialement pour objet le procede ci-dessus dans lequel le 
substrat steroide est la pregnenolone. 

Les souches de levure mutantes atf2 transf ormees et le 

10 procede de 1 ' invention permettent de prevoir leur utilisation 
avantageuse dans la production amelioree de 1 1 hydrocortisone 
ou de ses intermediaires dans la levure . 

Des exemples de construction de souches de l 1 invention 
et de mise en oeuvre du procede de l 1 invention sont decrits 

15 plus loin dans la partie experimentale . 
Materiels et methodes generales 
l . Souches et milieux 

Les souches de S. cerevisiae utilisees pour la realisa- 
tion de l f invention sont la souche TGY73.4 {MATa, URA3 -A 5 , 

20 pral-1, prbl-1, prcl-2, cpsl-3, his) derivee isogenique Leu* 
de cl3ABYS86 decrite par Achstetter et al . , 1992 et la souche 
Fyl679 {MATa,URA3-S2, trpl-A63, Ieu2-Al, his3-A200, fenl, 
GAL) decrite par Thierry et al . , 1990. La croissance des 
souches est effectuee sur milieu complet YPD (Difco Labora- 

25 tories) contenant 2 % de glucose a 28 °C selon les conditions 
decrites par F. Sherman, 1991. 

Pour la transformation de S. cerevisiae, les cellules 
sont rendues competentes par la methode a 1 1 acetate de 
lithium (Ito et al , 1983). Les levures sont cultivees en 

3 0 routine sur un milieu minimum synthetique SD contenant 2 % de 
glucose (F. Sherman, 1991) avec addition des besoins 
nutritionnels a la concentration de 100 [ig/ml . 

La souche E . coli BJ5183 (D. Hanahan, 1983) a ete 
utilisee pour la recombinaison in vivo et la souche E. coli 

35 C600, hsdR (Hubacek et al . , 1970) a ete utilisee comme souche 
receveuse pour les reactions classiques de ligation. 
2 . Manipulation de 1 1 ADN &t. rpcnmbinaison in vivo dans 
E. coli 
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Les methodes generales de biologie moleculaire utilisees 
sont decrites par Sambrook et al . , 1989. La methode pour la 
recombinaison in vivo a ete decr.ite par E. Degryse, 1995 et 
E. Degryse, 19 96. 

L'activite acetyltransf erase de l'APAT a ete determinee 
par mesure de 1 ' incorporation de [ 3 H] acetate dans la pregne- 
nolone a partir de [ 3 H] acetyl-CoA (New England Nuclear) . Le 
milieu de reaction (500 contient du [ 3 H] acetyl -CoA (20 \M, 

10 25 Ci/mole) et de la pregnenolone (Sigma) (30 |xM) . La 

pregnenolone est ajoutee en solution dans 2 |il de melange 
tyloxapol (Sigma) /ethanol (1:1) dans un tampon phosphate de 
potassium (20mM) a pH 7,0. Apres incubation pendant 15 
minutes a 30°C, la reaction est stoppee par addition de 2 ml 

15 de dichloromethane . 

Les steroides sont extraits avec du dichloromethane, 
puis separes par chromatographie liquide a haute performance 
en phase inverse (note plus loin RP-HPLC) dans des conditions 
d'elution isocratiques avec de 1 ' acetonitrile sur une colonne 

20 Ultrasphere ODS (Beckman) a 45°C sur un chromatographe 

HP 1090 (Hewlett Packard) couple a un radiodetecteur FLO-One 
500 (Packard) qui permet de mesurer la quantite de [ 3 H] acetate 
de pregnenolone formee. 

Une unite APAT est definie comme la quantite d 1 enzyme 

2 5 qui produit 1 nmole d 1 acetate de pregnenolone par minute a 

30°C, dans les conditions decrites ci-dessus. 

4 . r>pt-prtri n afinn rte 1* rnnrpnfrrlti OH <=>n DTOt^ine 

La concentration en proteine a ete mesuree en utilisant 
la trousse "protein assay kit" (Bio-Rad) avec de 1 ' albumine 

3 0 de serum de boeuf comme standard. 

Les figures ci-annexees illustrent certains aspects de 
1 1 invention . 

La figure 1 represente la voie de biosynthese de 
1 ' hydrocortisone a partir du cholesterol, chez les mammi- 
35 feres. 

Les figures 2A et 2B illustrent la bioconversion de la 
pregnenolone en acetate de pregnenolone chez S. cerevisiae. 
L 1 analyse est faite par RP-HPLC a 205 nm : 
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La figure 2A montre la cinetique de formation de 1 1 acetate de 
pregnenolone et de disparition de la pregnenolone a des 
intervalles de temps sur 12 h d '.incubation . 

La figure 2B montre le profil en steroides a t=0 et a t=10 h 
5 par rapport a un profil de standards de pregnenolone et 
d' acetate de pregnenolone. 

La figure 3 illustre la purification de l'APAT par 
chromatographie sur MonoP HR 5/20 : 

(A) montre le profil de 1 ' activite APAT presente dans les 
10 fractions 10 a 20. 

(B) montre 1 1 analyse par SDS-PAGE des fractions 14, 15 et 16 
reunies et concentrees par coloration au bleu de Coomassie 
(ligne 2) en presence de marqueurs de poids moleculaire 
(ligne 1) . La fleche indique la bande de PM apparent de 

15 62kDa. 

La figure 4 represente la sequence en acides amines en 
code a une lettre de la proteine YGR177c. Les peptides 
sequences a partir de la proteine APAT purifiee et digeree 
par la trypsine sont soulignes. 

20 La figure 5 represente la strategie d ' interruption du 

gene ATF2 par association au gene URA3 par la methode de 
double fusion PCR. Les barres vides et les barres pleines 
representent les sequences d 1 ATF2 et d f URA3 respectivement . 
La figure 6 illustre l'effet de 1 1 interruption du gene 

25 ATF2 dans S. cerevisiae sur 1 • acetylation de la pregnenolone. 
La presence de pregnenolone acetate est mise en evidence par 
RP-HPLC a 205 nm a partir de cultures de 16 h de la souche 
parente TGY73.4 (A) ou de la souche mutante TGY158 (B) . 
Les figures 7A, 7B et 7C representent le schema de 

3 0 construction des plasmides d' expression de la 30-HSD humaine 
chez la levure, pTG10832 et pTG10862 . La figure 7A decrit 
I'obtention du fragment Mscl-Mlul contenant la sequence 
codante pour la 3p-HSD humaine. La figure 7B decrit I'obten- 
tion du fragment NotI contenant le bloc d l expression CYCl p /3P- 

35 HSD/PGK t . La figure 7C decrit I'obtention du plasmide pTG10832 
et du plasmide pTG10862. 

La figure 8 represente une carte de restriction du 
plasmide pTG10832. 



BNSDOCID: <WO_9940203A1_I_> 



WO 99/40203 




PCT/FR99/00237 



12 

La figure 9 represente une carte de restriction du 
pi asmide pTGl 0862. 

La figure 10 represente le schema de construction du 
plasmide d' expression pTG10435. 
5 La figure 11 represente le schema de construction du 

plasmide pTG10058. 

La figure 12 represente une carte de restriction du 
plasmide pTG10058. 

La figure 13 represente une carte de restriction du 
10 plasmide pTG10293. 

La figure 14 represente une carte de restriction du 
plasmide pTG10435. 

Les figures 15A et 15B representent le schema de 
construction du plasmide pTG10274 : 
15 La figure ISA decrit 1 ' obtention du plasmide pTG10214. La 
figure 15B decrit l 1 obtention du plasmide pTG10274 . 

La figure 16 represente une carte de restriction du 
plasmide pTG10274. 

La figure 17 represente une carte de restriction du 
20 plasmide pTG10401. 

La figure 18 represente le schema de construction du 
vecteur d' expression pTG10262. 

La figure 19 represente une carte de restriction du 
plasmide pTG10262 . 
25 La 'figure 2 0 represente une carte de restriction du 

plasmide pTG10403. 

La figure 21 represente une carte de restriction du 
plasmide pTG10417. 

(Abbreviations des enzymes de restriction : S,SalI ; N,NotI ; 
30 BII,Bgr2II ; M,Mlul, C,Clal ; A/° , site Ncol perdu ; Xbal°, site 
Xbal perdu ; E,EcoRI) . 

EXEMPLE 1 : Identification de l'activite APAT de la 
levure . 

A - Acetylation in vivo de la pregnenolone par la levure. 

35 La souche TGY73.4 a ete cultivee a 28°C dans 10 ml de 

milieu YPD (Difco) inocule a A600=0,l a partir d'une 
preculture de 24 h et dans lesquels ont ete ajoutes 100 |il 
d'une solution de pregnenolone a 10 mg/ml dans un melange 
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tergitol (Sigma)/ ethanol (1:1). Les steroides formes ont ete 
identifies sur des aliquots de 250 jj.1 de bouillon preleves a 
intervalles de temps pendant 10 h. Apres extraction avec 2 ml 
de dichloromethane, les phases organiques ont ete evaporees 
5 sous azote, puis les residus obtenus ont ete redissous dans 
de 1 ■ acetonitrile . Les steroides ont ete analyses par RP-HPLC 
sur une colonne Ultrasphere ODS (Beckman) avec successivement 
comme eluant : acetonitrile a 60 % dans 1 1 eau pendant 10 mn, 
puis acetonitrile variant de 60 a 80 % dans l'eau pendant 

10 5 mn, puis acetonitrile a 80 % pendant 5 mn au debit de 
1 ml/mn, a 45°C et avec une detection a 205 nm. 

Les chromatogrammes obtenus (figure 2B) montrent que la 
pregnenolone est metabolisee en un produit plus apolaire et 
ayant un TR identique a celui de la pregnenolone acetate 

15 standard. La figure 2A montre que la pregnenolone est 
rapidement convertie par la levure en son metabolite. 

Apres traitement alcalin (KOH a 6 % dans du methanol) , 
le metabolite observe libere un produit ayant un TR identique 
a celui de la pregnenolone. L ' identification du metabolite a 

20 1' acetate de pregnenolone a ete ensuite confirmee par 
spectrometrie de masse. 

B - Purification de 1 ' enzyme ayant l'activite APAT. 

La souche TGY73.4 a ete cultivee en fermenteur de 
10 litres dans le milieu Kappeli (Fiechter et al . , 1981) 

25 enrichi en glucose a 160 g/1 a 30°C jusqu'a A600=30. Les 

cellules ont ete separees par centrif ugation, lavees a 1 1 eau 
puis remises en suspension dans 4 litres de tampon Tris-HCl 
20 mM, pH 8,0 a 4°C (tampon A) contenant 1 mM de PMSF. Les 
cellules ont ete soumises a un eclatement dans un homo- 

30 geneiseur Manton Gaulin sous une pression de 1000 psi. Le 

lysat cellulaire obtenu a ete centrifuge a 12.000 xg pendant 
15 mn a 4°C, puis du chlorure de zinc a ete ajoute au 
surnageant a une concentration finale 4 0 mM. Le pH a ete 
ajuste a 5.5 avec HC1 IN et la precipitation a ete realisee 

35 pendant 3 0 mn a 4°C. Apres centrif ugation a 10.000 xg pendant 
10 mn a 4°C, le precipite isole a ete remis en suspension 
dans 3 litres de tampon A contenant de 1 1 EDTA 100 mM et du 
PSFM 1 mM. Apres elimination de 1 1 EDTA par diaf iltration sur 
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une cartouche Y10S10 (Amicon) contre 3 0 litres du tampon A, 
le retentat a ete charge a la vitesse de 35 ml/mn et a 4°C 
sur une colonne de 1,5 litres de DEAE-Sephacel (Pharmacia) 
prealablement equilibree avec le tampon A. Apres lavage de la 
5 colonne avec le tampon A, puis avec le tampon A contenant du 
NaCl 0,15M, l'activite APAT a ete eluee avec le tampon A 
contenant du NaCl 0,4m. Les fractions de DEAE-Sephacel 
contenant l'activite APAT, mesuree comme indique ci-dessus 
dans "Materiels et Methodes generales", ont ete reunies, 

10 additionnees de NaCl a la concentration finale de 2M, puis 

chargees a la vitesse de 15 ml/mn et a 4°C sur une colonne de 
500 ml de Phenyl -Sepharose (Pharmacia) prealablement equi- 
libree dans le tampon A contenant du NaCl 2M. Apres lavage de 
la colonne avec le tampon A contenant NaCl 0,5M, l'activite 

15 APAT est eluee avec 1,5 litres d'un gradient lineaire de 
cholate de sodium variant de 0 a 1 % dans le tampon A. Les 
fractions contenant l'activite APAT ont ete reunies, puis 
concentrees par ultrafiltration sur une membrane YM10 
(Amicon), puis conservees a -80°C jusqu'a utilisation. 

20 L' ensemble du procede a ete repete une fois de fagon a 

preparer du materiel en quant ite suffisante pour continuer la 
purification • 

Le materiel purifie a partir des deux preparations ci- 
dessus a ete decongele, puis charge a la vitesse de 4 ml/mn 

25 et a 4°C sur une colonne de 100 ml de Q-Sepharose Fast Flow 
(Pharmacia) prealablement equilibree dans le tampon A. Apres 
lavage de la colonne avec le meme tampon, l'activite APAT a 
ete eluee avec 500 ml d'un gradient lineaire de NaCl variant 
de 0 a 1M dans le meme tampon. Les fractions de Q-Sepharose 

3 0 contenant l'activite APAT ont ete reunies puis chargees 
directement a la vitesse de 2,5 ml/mn et a 4°C sur une 
colonne de 7 ml de cholate de sodium immobilise sur des 
billes de Sepharose (Pharmacia) equilibree prealablement avec 
du tampon A contenant du NaCl 0,5M. Apres lavage de la 

35 colonne avec le meme tampon, l'activite APAT a ete eluee avec 
100 ml d'un gradient lineaire de cholate de sodium variant de 
0 a 1 % dans le meme tampon. Les fractions contenant 
l'activite APAT ont ete reunies, concentrees par 
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ultrafiltration sur une membrane YM10 (Amicon) jusqu'a une 
concentration en proteine de 1,8 mg/ml, puis conservees a 
-80°C. 

L'activite APAT a ete ainsi purifiee environ 500 fois 
5 sur la base de l'activite specif ique et avec un rendement 
d' environ 16 % comme montre au tableau 1 suivant : 



Tableau 1 



Stade 


Activite 


Proteine 


Activite 


Purifi- 


Rendement 




APAT 




specif ique 


cation 






(unites) 


(mg) 


(unites/mg) 






Surnageant 12 . OOOg 


8 057 


42 242 


0, 19 


1 


100 


Precipitation au 


10 453 


28 040 


0,37 


1,9 


129 


zinc 












DEAE-Sephacel 


6 399 


5 009 


1,28 


6,7 


79 


Phenyl - Sepharose 


3 316 


489 


6, 78 


35,7 


41 


Q-Sepharose 


1 712 


39 


43,9 


231 


21 


Chola te - Sepharose 


1 300 


13 


100 


526 


16 



10 

La moitie du materiel semi-purifie obtenu ci-dessus 
(environ 6 mg de proteine) a ete ensuite decongelee puis 
additionnee de PEG 4000 (Prolabo) a la concentration finale 
de 20 % (p/v) pour eliminer le cholate et le NaCl . Apres 

15 agitation pendant 30 mn a 4°C, le precipite a ete recueilli 
par centrif ugation a 12.000 xg pendant 30 mn a 4°C, puis 
redissous dans 4 ml de tampon A. La solution ainsi obtenue a 
ensuite ete chargee a la vitesse de 1 ml/mn sur une colonne 
de MonoP HR5/20 (Pharmacia) prealablement equilibree avec le 

20 tampon bis-Tris 25 mM pH 6,3. L'activite APAT a ete eluee 
avec le tampon Polybuffer 74 pH 4,0 (Pharmacia). Des 
fractions de 1 ml ont ete recueillies en presence chacune de 
50 |il de tampon Tris-HCl 2M, pH 8.0 de fa<;on a limiter 
1 ' inactivation de 1 ■ enzyme a pH acide. Les fractions 14, 15 

25 et 16 (figure 3(A)) contenant l'activite APAT la plus elevee, 
mesuree comme indiquee ci-dessus, ont ete reunies, concen- 
trees par ultrafiltration sur membrane YM10, puis conservees 
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a -80°C avant utilisation. La fraction active ainsi obtenue a 
ete soumise a une SDS-PAGE sur gel a 10 % de polyacrylamide . 
Plusieurs bandes ont ete revelees par coloration au bleu de 
Coomassie avec une bande majoritaire d ! un PM apparent de 
5 62kDa (figure 3(B)), identique au PM determine par filtration 
sur gel de Superose 6 (Pharmacia) et correspondant a 1' acti- 
vite APAT. 

C - Proprietes de l'APAT. 

a) Specificite de substrat 

10 Selon la methode indiquee ci-dessus pour 1 1 acetyl CoA et 

la pregnenolone, en utilisant differents donneurs d'acyle ou 
differents substrats steroides, 1 ! APAT semi -purif iee trans - 
fert 1' acetate sur des 3P~ol, delta 4 ou delta s -steroides avec 
une efficacite comparable alors que le transfert est faible 

15 "sur les estrogenes et "non detectable sur les sterols et avec 
une preference marquee pour 1* acetyl -CoA comme donneur 
d'acyle. 

Le tableau 2 suivant, dans lequel pour a) les essais 
sont effectues avec 30 jjJVI de chaque steroide teste et 100 \xM 
20 de [ 3 H] acetyl -CoA et pour b) les essais sont effectues avec 
100 jiM de chaque donneur d'acyle et 30 fiM de [ 3 H] pregneno- 
lone, montre les resultats obtenus : 

Tableau 2 

25 



Substrat a) Activite relative (%) 


Substrat b) Activite 


relative (%) 


Pregnenolone 


100 


acetyl -CoA 


100 


17a-OH pregnenolone 


89 


prop ionyl- CoA 


33 


DHEA 


104 


butyryl - CoA 


16 


4 -pregnene -3pol-20- one 


70 


hexanoy 1 - CoA 


18 


5 P -pregnane -3Pol-20- one 


1,8 


oleoyl-CoA 


non detectee 


17P-oestradiol 


5 






oestrone 


2,5 






cholesterol 


0,6 






ergosterol 


0,4 







b) Tnhibi ti on 

L' activite APAT est fortement inhibee par les reactifs 
des groupements sulfhydryles tels que NEM et DTNB . L f inhibi- 
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tion est complete en presence de chlorure de zinc (1 mM) . 
D - Sequence partielle en acides amines . 

La sequence partielle en acides amines a ete determinee 
apres digestion a la trypsine sur des coupes de gel selon la 
5 methode decrite par Rosenfeld et al . (1992). 

A partir des deux tiers du concentrat obtenu ci-dessus 
puis separe par SDS-PAGE, la bande 62kDa a ete decoupee puis 
incubee avec de la trypsine (Promega) . Les peptides generes 
ont ete ensuite separes par RP-HPLC sur une colonne Vydac 
10 218TP (1,5 x 125 mm) a la vitesse de 100 |il/mn, en utilisant 
un gradient lineaire d 1 acetonitrile variant de 0 a 60 % en 
80 mn, puis de 60 a 100 % en 20 mn dans une solution de TFA a 
0,1 % dans l'eau puis ont ete soumis a un sequengage en 
acides amines. 

15 La sequence N-terminale a ete determinee sur un 

sequenceur de proteine Model 477A couple a un analyseur HPLC 
de PTH-amino acids (Applied Biosystems) . 

Parmi les echantillons sequences, deux pics x et y 
donnent une sequence non ambigue constitute respect ivement 

2 0 des 10 et 16 acides amines suivants : 

pour le pic x : ISEQFKKDDF 

pour le pic y : LIELISPVIIPLGNPK 

Les deux sequences peptidiques ainsi obtenues ont ete 
utilisees pour cribler la base de donnees du genome de 
25 S. cerevisiae, Une proteine de 62kDa dont la sequence 

contient exactement les sequences des deux peptides ci-dessus 
a pu etre identifiee (Mips, accession S64491, Hebling et al . , 
May 1996) . Cette proteine dont la sequence est montree a la 
figure 4 et dont la fonction n'a pas ete decrite serait codee 

3 0 par un gene au locus YGR177c. Sur la base d'une identite 

d" environ 37 % de sequence en acides amines entre la proteine 
de l 1 invention ayant une activite acyltransf erase et le 
produit du gene ATF1 chez S. cerevisiae decrit par Fujii et 
al . (1994) et auquel a ete attribue une activite alcool 
35 acetyltransf erase, nous utiliserons la denomination ATF2 pour 
le gene codant pour la proteine responsable de 1" activite 
APAT chez S. cerevisiae. 

EXEMPLE 2 : Construction de souches de levure ayant le gene 
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ATF2 interrompu par le gene URA3 et ayant perdu I'activite 

APAT (a t£2 -A : : URA3 ) . 

A) Ciblage du gene ATF2 . 

Le gene URA3 de S. cerevisiae a ete introduit par 
5 substitution d'une partie choisie du gene ATF2 de 

S. cerevisiae permettant une selection ulterieure des souches 
mutantes par prototrophie a l'uracile. 

Le marqueur de selection URA3 a ete associe au gene ATF2 
par double fusion PCR selon la methode decrite par Amberg et 

10 al . , 1995. La strategie suivie montree a la figure 5 cornprend 
au total 4 reactions de PCR. Les deux premieres reactions 
(note PCR1) permettent respectivement d 1 amplifier les regions 
5 ! et 3' flanquant le site d f insertion du marqueur URA3 dans 
le gene cible ATF2 interrompu et la troisieme reaction (note 

15 PCR2) permet d 1 amplifier le gene marqueur URA3 . La double 

fusion (note PCR3 ) permet enfin 1 1 association des regions 5' 
et 3 1 du gene cible ATF2 au gene marqueur URA3 (note 5'ATF2- 
URA3-3 1 ATF2) . 

Dans un premier temps, un echantillon de cellules 

20 entieres de la souche Fyl679 utilisee comme source d 1 ADN du 
gene cible ATF2 a ete amplifie dans le tampon PCR contenant 
du dNTP 2 mM (Pharmacia) dans les conditions suivantes : 25 
cycles ; 93°C / 30 sec ; 54°C / 2 mn ; 68°C / 3 mn suivi d'une 
elongation de 5 mn a 72°C ; polymerase Ampli Taq (Perkin 

25 Elmer) . 

D'une part, la region 5' du gene ATF2 a ete amplifiee 
par PCR en utilisant comme amorces directe et indirecte les 
oligonucleotides ayant les sequences suivantes : 

OTG1 0 841 : AAAAGTCGACAAAATGGAAGATATAGAAGGATACGAACCACATATCACTC 
30 (SEQ ID N°l) 
et 

OTG10844 : ATCAATCTCCAATTAGGCCTCTTCGGATTACCC (SEQ ID N°2) 
qui contiennent une region homologue a la region 5 1 de la 
sequence du gene ATF2 (SGD : YGR177c) et en ajoutant un site 
35 de restriction Sail pour 1 , OTG10841. 

D 1 autre part, la region 3' du gene ATF2 a ete amplifiee 
par PCR en utilisant comme amorces directe et indirecte les 
oligonucleotides ayant les sequences suivantes : 
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OTG1084 6 : CATTCGACATTCCCGAAGGTGACAATGACAAG (SEQ ID N°3) 
et 

OTG10842 : AAAAACGCGTAACTATTAAAGCGACGCAAATTCGCCGATGGTTTGG 
(SEQ ID N°4) 

5 qui contiennent des regions homologues a la region 3' de la 
sequence du gene ATF2 (SGD : YGR177c) et en ajoutant un site 
de restriction AQuI pour l'OTG10842. 

Dans un deuxieme temps, le gene URA3 de S. cerevisiae a 
ete amplifie par PCR en utilisant comme amorce directe 
10 1 ' oligonucleotide ayant la sequence : 
OTG10843 : 

GGGTAATCCGAAGAGGCCTAATTGGAGATTGATAAGCTTTTCAATTCAATTCATCATTTTT 
TTTTTATTCTTTTTTTTG (SEQ ID N°5) 

qui contient une sequence homologue a la region 5 1 de la 
15 sequence du gene URA3 publiee (Rose et al . , 1984 ; GenBank : 
YSCODCD accession : K02207 ; SGD : YEL021w) associee a une 
sequence homologue a la region 5' du gene ATF2 (complement 
taire a 1 , OTG10844) et comme amorce indirecte 1 1 oligonucleo- 
tide ayant la sequence : 
20 OTG10845 : 

CTTGTCATTGTCACCTTCGGGAATGTCGAATGGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAC 
TC (SEQ ID N°6) 

qui contient une sequence homologue a la region 3* du gene 
URA3 associee a une sequence homologue a la region 3 ' du gene 

25 ATF2 (complementaire a 1 , OTG10846) . Un echantillon de 20 ng 
d 1 ADN du gene URA3 , isole a partir du vecteur navette 
E. coli-levure pTG10021 (Degryse et al . , 1995) par digestion 
avec 1' enzyme de restriction HindllX a ete amplifie dans les 
conditions indiquees ci-dessus. 

3 0 Les produits de PCR respect ivement obtenus ont ete 

purifies en utilisant la trousse "Geneclean kit" (Bio 101 
Inc, La Jolla, USA), puis soumis a la reaction de double 
fusion en utilisant comme amorces les oligonucleotides 
OTG10841 et OTG10842 ci-dessus dans les conditions d'amplifi- 

35 cation utilisees pour les reactions prealables de PCR avec un 
programme de 20 cycles. 

Apres purification du produit final de fusion qui 
contient les regions flanquantes du gene ATF2 fusionnees au 
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gene URA3 f onctionnel , la presence du gene URA3 a ete 
confirmee par digestion avec 1 1 enzyme de restriction EcoKV 
qui montre la presence de ce site dans le materiel amplifie. 

B) Generation de souches de levure 3Lt£2-Az :URA3 . 

5 Le produit de fusion obtenu ci-dessus a. ete transforme 

directement dans les cellules competentes de la souche Fyl679 
ou de la souche TGY73.4 et les transf ormants ont ete selec- 
tionnes par croissance sur le milieu SD (F. Sherman, 1991) en 
presence des exigences nutritionnelles de la souche et en 

10 absence d ! uracile. 

A partir de clones isoles, la nouvelle association entre 
la region 5' du gene ATF2 et le gene URA3 ( 5 1 ATF2 - URA3 - 
3 1 ATF2) a ete montree par amplification par PCR sur des 
cellules entieres en utilisant les amorces OTG10841 et 

15 OTG10845 ci-dessus. L 1 absence de l'activite APAT a ete 
ensuite montree in vitro selon le test decrit a partir 
d'homogenat celullaire, comparativement a la souche parente 
qui montre une activite APAT marquee. 

Les souches repondant a ces criteres ont ainsi ete 

20 caracterisees comme des souches mutantes atf2, note atf2- 
A::URA3. Une souche mutante ainsi obtenue a partir de la 
souche parente Fyl679 a ete denommee TGY156 et une souche 
mutante obtenu a partir de la souche parente TGY73.4 a ete 
denommee TGY1 5 8 . 

25 Un echantillon de la souche TGY156 a ete depose a la 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) 
INSTITUT PASTEUR, 25, Rue du Docteur Roux 75724 PARIS CEDEX 
15 FRANCE, le 2 fevrier 1998 sous le numero 1-1977. 

Un echantillon de la souche TGY158 a ete depose a la 

3 0 Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) 
INSTITUT PASTEUR, 25, Rue du Docteur Roux 75724 PARIS CEDEX 
15 FRANCE, le 2 fevrier 1998 sous le numero 1-1976. 

C) Stabilisation de la pregnenolone in vivo dans les cultures 
de souches de levure atf2 -A : : URA3 . 

35 Les cellules de la souche TGY158 obtenue ci-dessus ont 

ete inoculees a A600=0,l dans le milieu YPD (Difco) contenant 
100 jig/ml de pregnenolone. Apres*16 heures d 1 incubation a 
28 °C, les steroides ont ete extraits avec du dichloromethane 
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et analyses par RP-HPLC comme indique ci-dessus. La figure 
6(B) montre que le mutant TGY158 a perdu la capacite d'este- 
rifier la pregnenolone alors que. dans les memes conditions de 
culture, la souche parente TGY73.4 convertit la pregnenolone 
5 en pregnenolone acetate (figure 6(A)). 

Ces resultats permettent de conclure que le produit du 
gene ATF2 est responsable de 1 1 esterif ication de la pregneno- 
lone par la levure alors que 1 1 interruption du gene ATF2 n'a 
pas conduit a des modifications apparentes de la croissance 

10 cellulaire dans des conditions normales. 

EXEMPLE 3 : Construction d'une souche de levure ayant le gene 
ATF2 interrompu par le gene URA3 et exprimant la 3P-HSD 

Des plasmides 2\i portant une sequence d f ADNc codant pour 
la 3|3-HSD humaine sous le controle du promoteur CYC1 de 

15 S. cerevisae ou du promoteur TEF1 de S. cerevisae et portant 
le gene de resistance a G418 ont ete construits selon le 
schema des figures 7A a 7C, puis transformes dans des souches 
de levure mut antes a tf2-A : : URA3 . 

Dans un premier temps, un vecteur de transfert 

20 pTG10095, contenant la sequence d'ADNc codant pour la 3(3-HSD 
humaine type II decrit par E. Rheaume et al . , 1991 flanquee 
par les sites Sail et Mlul et situee en aval du promoteur de 
levure GAL10/CYC1, a £te genere de la fagon suivante : 

La sequence codante pour la 3p-HSD a ete sousclonee par 

25 E. Rheaume et al . , 1991 comme un fragment de restriction 
Sall-NotI dans les memes sites du vecteur Bluescript II 
(Stratagene) . Le vecteur obtenu decrit par E. Rheaume et al . , 
1991 contient un site NotI localise a l'extremite 3 1 de la 
sequence codante pour la 3P-HSD. Ce vecteur a ete ensuite 

30 digere par 1 1 enzyme de restriction NotI, puis traite par le 
fragment de Klenow en presence de dNTP afin de remplir les 
extremites cohesives, puis religature en presence de 1' oligo- 
nucleotide ayant la sequence suivante : 
OTG44 61 : CACACGCGTGTG (SEQ ID N°7) 

35 prealablement phosphoryle et hybride sur lui-meme, de fagon a 
introduire un site Mlul. Le vecteur pTG10082 (fig. 7A) ainsi 
obtenu contient la sequence codante pour la 3(3-HSD contenant 
un site Bglll et bordee par les sites Sail et Mlul tandis que 



BNSDOCID: <WO_9940203A1_I_> 



WO 99/40203 PCT/FR99/00237 

22 

le site NotI a ete perdu. Ce vecteur contient encore la 
region naturelle 5* non codante identifiee par la presence 
d f un site BglH . 

Afin de rapprocher le site Sail de l'ATG initiateur en 
5 amont duquel on desire introduire le promoteur GAL10/CYC1 , le 
vecteur pTG10082 a ete digere par 1 ' enzyme de restriction 
MscI dont le site est situe dans la region 5 1 non codante et 
juste en amont de l'ATG initiateur et par 1 1 enzyme de 
restriction MIuI . Le fragment Mscl-Mlul de 1,8 kb, contenant 

10 la sequence codante pour la 3p-HSD (fig. 7A) , a ete isole 
puis ligature dans le plasmide pTG10033 (E. Degryse et al . , 
1995) contenant le promoteur GAL10/CYC1, prealablement digere 
par 1 ' enzyme de restriction Sail, puis traite par le fragment 
de Klenow en presence de dNTP , puis digere par 1 • enzyme de 

15 restriction AttuI . Le vecteur pTG10095 (fig. 7B) est ainsi 
obtenu . 

Dans un second temps, le vecteur de recombinaison 
pTG10268 contenant le plasmide 2\i de levure, un replicon 
d'E. coli, une cassette d 1 expression CYCl prom -PGK cerm et le 

20 marqueur de selection LEU2 (fig. 7B) , a ete construit . Ce 

vecteur est identique au vecteur pTG1015 9 decrit (E. Degryse 
et al., 1995), a l'exception du site Xbal contenu dans la 
region 2\i qui a ete remplace par un marqueur Xbal° obtenu par 
remplissage du site naturel Xbal en presence du fragment de 

25 Klenow, puis par religature. 

Le plasmide d' expression pTG10268 a ete ensuite genere 
par recombinaison homologue par introduction du bloc 
d 1 expression contenant le promoteur GALlO/CYClp, obtenu a 
partir du plasmide pTG10095 prepare ci-dessus puis digere par 

30 1 ' enzyme de restriction NotI, dans le plasmide pTG10260 

prealablement digere par les enzymes de restriction Sail et 
MluX . Le plasmide pTG10268 (figure 7B) contient la sequence 
codante pour la 3P-HSD humaine type II sous le controle du 
promoteur CYC1 . 

35 Le plasmide d 1 expression pTG10862 contenant la sequence 

codante pour la 3|3-HSD sous le controle du promoteur TEF1 a 
ete ensuite construit de la fa?on suivante (figure 7C) : 

Le plasmide pTG10832 (figure 8) a d f abord ete construit 
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par recombinaison homologue entre le fragment NotI obtenu a 
partir du plasmide pTG10268 prepare ci-dessus, puis digere 
par 1 ' enzyme de restriction NotI et le plasmide de recombi- 
naison pTG10164 (E. Degryse et al . , 1995) prealablement 
5 digere par les enzymes de restriction Sail et tflul. 

Le plasmide d 1 expression pTG10862 a ete ensuite obtenu 
par introduction du promoteur TEF1 , . contenu dans le fragment 
Clal-Sall isole a partir du plasmide pTG10 085 (E. Degryse et 
al . , 1995), a la place du promoteur CYC1 excise par digestion 

10 du plasmide pTG10832 construit ci-dessus par les enzymes de 
restriction Clal et Sail. 

Le plasmide pTG10862 ainsi obtenu (figure 9) et conte- 
nant la sequence d'ADNc codant pour la 3p-HSD humaine type II 
a ete transforme respectivement dans la souche parente 

15 TGY73.4 ou dans son mutant a tf2-A : : URA3 correspondant a la 
souche TGY158 obtenue a 1 1 exemple 2 ainsi que dans la souche 
parente FY1679 ou dans son mutant atf2-A : :URA3 correspondant 
a la souche TGY156 obtenue a 1 ! exemple 2. Les transf ormants 
ont ete isoles comme indique ci-dessus sur le milieu YPD 

20 (Difco) contenant du G418 a 250 jag /ml . 

Les colonies -candidates ainsi obtenues ont ete ensuite 
precultivees sur le milieu SD contenant les elements nutri- 
tionnels necessaires pour chaque souche (histidine et uracile 
pour la souche TGY73.4 ; histidine pour TGY158 ; tryptophane, 

25 histidine, leucine et uracile pour la souche FY1679 ; 

tryptophane, histidine et leucine pour la souche TGY156 ; a 
la concentration de 100 jig/ml chacun) , puis inoculees dans un 
milieu contenant de 100 jig/ml de pregnenolone. Apres 24 h de 
croissance et bioconversion a 28 °C, les steroides ont ete 

30 extraits et mesures par RP-HPLC comme indique ci-dessus. Les 
resultats obtenus, mesures sur 3 clones de chaque souche, 
sont montres dans le tableau 3 suivant : 
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Tableau 3 



Souche 


Plasmide 


Pregnenolone 


Progesterone 






(|ig/ml) 


(fig/ml) 


TGY73 .4 


pTG10862 


1 


0 


TGY158 


u 


94 


15, 2 


FY1679 


it 


1 


1,3 


TGY156 


ii 


100 


13 



Ces resultats montrent que le substrat pregnenolone est 
5 recupere presque quant itativement dans les souches mut antes 
-TGY156 OU-TGY158 dans -lesquelles un debut de bioconversiori-de 
la pregnenolone en progesterone est observee alors que la 
disparition de la pregnenolone est complete dans les souches 
parentes TGY73.4 ou FY1679 qui ne produisent pas ou tres peu 
10 de la progesterone, mais accumulent de l 1 acetate de pregneno- 
lone comme cela a ete montre a 1 1 exemple 2 . , 

Un echantillon de la souche trans formee TGY15 8/pTG10862 
a ete depose a la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (CNCM) INSTITUT PASTEUR, 25, Rue du Docteur 
15 Roux 75724 PARIS CEDEX 15 FRANCE, le 2 fevrier 1998 sous le 
nuraero 1-1978. 

Exemple 4 : Construction d'une souche de levure ayant le gene 
ATF2 interrompu par TEFl prom /PGK tBZJa (atf2-A:: TEF1/PGK) . 

La souche TGY186, qui est une souche derivee de la souche 
20 TGY156 ( a tf2 -A : : URA3 ) decrite a 1 ' exemple 2 dans laquelle le 
gene URA3 au locus ATF2 a ete remplace par le bloc 
d f expression TEFlp^/PGK,.^, a ete construite de la fagon 
suivante : 

Dans un premier temps, le bloc d 1 expression TEFl pro/n /PGiC cer7n a 
25 ete associe au gene ATF2 par double fusion PCR en suivant les 

conditions decrites a 1 1 exemple 2, mais en utilisant le bloc 

d ! expression TEFl prom /PGK cerm de S . cerevisiae decrit par E. 

Degryse et al . , 1995 au lieu du marqueur de selection URA3 . 

Les deux premieres reactions de PCR (PCR1) permettant 
30 respectivement d'amplifier les regions codantes 5* et 3 1 du 
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gene ATF2 flanquant le site d' insertion du bloc TEFl prom /PGK cerm 
dans le gene cible ATF2 interrompu, ont ete realisees en 
utilisant respectivement comme amorces directe et indirecte 
pour la region 5', les oligonucleotides ayant les sequences 
5 suivantes : 
OTG11049 : 

CT CT CTGT CGACAAAATGGAAGATATAGAAGGATACGAACC ACAT ATCACTC ( SEQ ID 
N°8) et 

OTG10844 : ATCAATCTCCAATTAGGCCTCTTCGGATTACCC (SEQ ID N°9) 
10 pour la region 3 ' , les oligonucleotides ayant les sequences 
suivantes : 

OTG1084 6 : CATTCGACATTCCCGAAGGTGACAATGACAAG . (SEQ ID N°10) et 
OTG1 10 5 0 : AACAACACGCGTAACTATTAAAGCGACGCAAATTCGCCGATGCTTTGG 
(SEQ ID N°ll) . 

15 Les amorces OTG1104 9 et OTG11050 ont ete designees pour 

introduire respectivement les sites de restriction Sail et 
AttuI . 

La troisieme reaction de PCR (PCR2) permettant d 1 amplifier le 
bloc TEFl prom /PGK term a ete realisee en utilisant respectivement 
20 comme amorces directe et indirecte les oligonucleotides ayant 
les sequences suivantes : 
OTG11052 : 

GGGTAATCCGAAGAGGCCTAATTGGAGATTGATATCGATCACACACCATAGCTTCAAAATG 
TTTCTAC (SEQ ID N°12) et 
25 OTG11053' : 

CTTGTCATTGTCACCTTCGGGAATGTCGAAGCTTCGAAACGCAGAATTTTCGAGTTATTAA 
ACTTAA (SEQ ID N°13) 

qui introduisent les sites de restriction Clal et Hindlll. 
Finalement, 1 1 association a ete realisee par double fusion 

3 0 des produits de PCR obtenus ci-dessus en utilisant comme 
amorces les oligonucleotides ayant les sequences OTG1104 9 
(SEQ ID N°8) et OTG11050 (SEQ ID N°ll) ci-dessus qui 
introduisent les sites de restriction Sail et Mini aux sites 
de j one t ion ATF2 . 

35 Apres purification, le produit final de fusion a ensuite ete 
recombine avec le gene ATF2 contenu dans le plasmide pTG10 885 
construit comme indique ci-dessous et prealablement digere 
avec les enzymes de restriction Bstl et Stul . Le plasmide 
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pTG10888, contenant le signal TEFl prom /PGK term aux sites Clal et 
Hindi I I horde par les regions flanquantes du gene ATF2 , est 
ainsi obtenu . 

La preparation du plasmide pTG10885 comprend 1 1 amplification 
5 du gene ATF2 a partir de la souche FY1679 en suivant les 
conditions decrites a 1 1 exemple 2, mais en utilisant 
respect ivement comme amorces directe et indirecte les 
oligonucleotides ayant les sequences OTG11049 (SEQ ID N°8) et 
OTG11050 (SEQ ID N°ll) ci-dessus qui introduisent des sites 

10 de restriction Sail et Mlul . Dans le produit de PCR obtenu, 
ces sites ont ete ensuite elimines par digestion avec les 
enzymes de restriction Sail et Mlul, puis traitement avec le 
fragment de Klenow de la polymerase I d'E. coli, de fagon a 
remplir les extremites collantes . Le fragment obtenu a ete 

15 ensuite ligaturi dans le vecteur d"' expression" pTGl"0d3i "deer it 
par E. Degryse et al . , 1995, prealablement digere avec les 
enzymes Clal et Hindlll, puis traite avec le fragment de 
Klenow. Par transformation dans E. coli, le plasmide pTG10885 
est ainsi obtenu, resultant de la ligation du site Sail du 

2 0 produit de PCR, rempli en utilisant le fragment de Klenow de 

fa?on a obtenir la sequence GTCGA, avec le site Hindi I I du 
vecteur, rempli en utilisant le fragment de Klenow de fa?on a 
obtenir la sequence AGCTT, de maniere a reconstruire le site 
Hindlll (GTCGAAGCTT) (SEQ ID N°14) et a perdre le site Clal. 
25 Le site Clal du vecteur, rempli en utilisant le fragment de 
Klenow de fagon a obtenir la sequence ATCG est perdu apres 
ligation au produit de PCR. 

Le signal TEFl prom /PGK term a ete ensuite excise du plasmide 
pTG10888 sous forme d»un fragment NotI de 1,8 kb, puis a ete 

3 0 echange avec le marqueur URA3 dans la souche TGY156 

(atf2-A: : URA3) . 

La souche TGY156, preparee a 1 f exemple 2, utilisee comme 
souche hote a ete co- transf ormee avec l f ADN excise du 
plasmide pTG10888 et avec le vecteur de levure contenant une 
35 origine ARS, denomme YRp7 , decrit par Struhl et al . , 1979 qui 
permet de complementer 1 1 exigence en tryptophane de la souche 
TGY156 et une detection selective des colonies par leur 
resistance a 1 1 acide 5-f luoroorotique (5-FO) . 
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2 a 5 fig de I'ADN excise du plasmide pTG10888 par digestion 
avec 1 1 enzyme de restriction NotI et de plasmide YRp7 ont ete 
introduits dans la souche TGY156 par la methode a 1' acetate 
de lithium (Ito et al . , 1983) . La selection pour la 
5 complementation de 1 ' exigence en tryptophane de la souche a 
ete ensuite realisee apres etalement sur des boites d ' agar en 
milieu YNGB (Difco) enrichi en histidine et en leucine 
(100/xg/ml de chacun) . Les colonies candidates, prelevees a 
l'aide d f un cure-dent, ont ete ensuite placees sur un milieu 

10 contenant du 5-FO prepare selon Boeke et al . , 1984 puis la 
resistance au 5-FO a ete confirmee sur le meme milieu, la 
perte eventuelle du vecteur YRp7 dans les resistants a 5-FO 
etant indiguee par une exigence en tryptophane. Parmi les 
clones ainsi selectionnes, 1 ■ association du gene ATF2 avec 

15 TEFl prom et PGK term a ete controlee par PCR. La souche TGY18 6 
est ainsi obtenue . 

Exemple 5 : Construction d'une souche de levure ayant le gene 

ATF2 interrompu par TEFl proa /PGK tQrm et exprimant P 450 17cu 

Un plasmide (pTG10435) contenant une origine de replication 

20 de levure ARSH4/CEN6, le marqueur de selection URA3 et 

portant une sequence d'ADNc codant pour le cytochrome P 450 17cc 
bovin sous le controle du promoteur TEF1 de S. cerevlsiae a 
ete construit selon le schema de la figure 10, puis 
transforme dans une souche de levure mutante atf2-A: :TEFl/PGK 

25 (TGY186)*. Dans un premier temps, un plasmide pTG10058 

contenant la sequence d'ADNc codant pour le cytochrome P 4S0 17a 
bovin decrit par Zuber et al . , 1986, flanquee par les sites 
Sail et Mlul et situee en aval du promoteur de levure CYC1, a 
ete genere selon le schema de la figure 11 : Le plasmide 

30 pGB17a-5 decrit dans la demande de brevet WO 89/10963 et 

contenant la sequence codante pour le cytochrome P 450 17a bovin 
a ete ouvert par digestion avec 1 ' enzyme de restriction Xhol 
puis traite a la phosphatase alcaline. Apres phosphorylation 
et hybridation, les oligonucleotides ayant les sequences 

35 suivantes : 

OTG4 511 : TCGACGGACGCGTGG (SEQ ID N°15) et 
OTG4512 : TCGACCACGCGTCCG (SEQ ID.N°16) 

ont ete introduits dans le site Xhol generant le plasmide 
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pTG10104. Lie plasmide pTG10104 a ete ensuite traite par les 
enzymes de restriction Sail et MLuI, puis introduit dans le 
plasmide pTG10031 decrit par E. Degryse et al . , 1995 
contenant le promoteur de levure CYC1, prealablement digere 
5 avec les enzymes de restriction Sail et MluI.et traite avec 
la phosphatase alcaline. Le vecteur pTG10058 contenant l'ADNc 
codant pour le cytochrome P 4 s 0 17a bovin est ainsi obtenu 
(figure 12) . Le plasmide pTG10058 a ete ensuite digere par 
les enzymes de restriction Sail et Mlul et traite a la 

10 phosphatase alcaline. Le fragment Sall-Mlul de 1 , 7kb 

contenant la sequence codante pour le cytochrome P 450 17a bovin 
a ete isole, puis ligature dans le vecteur d 1 expression 
pTG10085 decrit par E. Degryse et al . , 1995 et contenant le 
promoteur de levure TEF1, prealablement digere par les 

15 enzymes Sail et Ml u I . Le "plasmide pTG10293 " "( figure" 13 ) dans" 
lequel la sequence codante pour le cytochrome P 450 17a est sous 
le controle du promoteur TEF1 est ainsi obtenu. 
Dans un second temps, le plasmide d ' expression pTG10435 a ete 
genere par recombinaison homologue entre le plasmide de 

20 recombinaison pTG10434 decrit par E. Degryse et. al , 1995 et 
contenant la sequence ARSH4 / CENG , prealablement digere par 
les enzymes Sail et Mlul et le fragment NotI de 2,8 kb obtenu 
a partir du plasmide pTG10293 prepare ci-dessus. 
Le plasmide pTG1043 5 ainsi obtenu (figure 14) et contenant la 

25 sequence' codant pour le cytochrome P 450 17a bovin sous le 
controle du promoteur TEF1, a ete ensuite transforme 
respectivement dans la souche parente FY1679 ou dans la 
souche TGY186 ( a tf2 -A: : TEF1 / PGK) preparee a 1 ' exemple 4. 
Les transf ormants ont ete isoles comme indique ci-dessus sur 

30 le milieu YNBG (Difco) enrichi en tryptophane, histidine et 
leucine (100 pig/ml de chacun) . Les colonies ainsi obtenues 
ont ete ensuite precultivees pendant 16 heures dans le milieu 
YNB (Difco) contenant 2 % de glucose et 0,5 % de 
casaminoacides, puis diluees dans du milieu frais a A600 = 

35 0,2. Apres 6 heures de croissance, 100 |a/ml de pregnenolone 
ou de progesterone ont ete ajoutes. Apres 48 heures de 
croissance et de bioconversion a 28 °C, les steroides ont ete 
extraits et mesures par RP-HPLC comme indique a 1 1 exemple 1 
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en utilisant respect ivement des standards de pregnenolone et 
de 17ct-hydroxypregnenolone ou de progesterone et de 17a- 
hydroxypro-gesterone . 

Les resultats obtenus exprimes en /xg/ml sont montres dans le 
5 tableau 4 suivant : 



Tableau 4 



Souche 


FY1679/pTG10435 


TGY186/pTG10435 


Substrat : Pregnenolone 






Pregnenolone 


0 


67, 1 


1 7a - Hydr oxypr egneno 1 one 


0 


42, 0 


Substrat : Progesterone 






Progesterone 


46, 5 


41,4 


1 7a - Hy dr oxyp rogesterone 


29,3 


33 , 1 



10 Ces resultats montrent que la capacite de bioconversion du 
cytochrome P 450 17a exprime a partir du vecteur pTG10435 est a 
peu pres la meme dans la souche sauvage (FY) ou dans son 
mutant atf2 (TGY186) avec la progesterone comme substrat. 
D 1 autre part, avec la pregnenolone comme substrat, la meme 

15 bioconversion est obtenue comparat ivement a la progesterone 
mais seulement avec le mutant atf2 (TGY186) . Dans la souche 
sauvage FY, a la fois le substrat et le produit sont acetyles 
et on ne detecte pas d 1 hy dr oxyproge s t e r one libre. 
Un echantillon de la souche transformee TGY18 6/pTG10435 a ete 

20 depose a la Collection Nationale de Cultures de 

Microorganismes (CNCM) INSTITUT PASTEUR, 25, Rue du Docteur 
Roux 75724 PARIS CEDEX 15 FRANCE, le 2 0 janvier 1999 sous le 
numero 1-2119. 

Exemple 6 : Construction d'une souche de levure ayant le gene 
25 ATF2 interrompu par TEFl proa /PGK term et coexprimant la 3(J-HSD et 
P 450 17a. 

Le plasmide pTG10417 (figure 21) contenant le replicon de 
levure 2^i et deux blocs d • expression, l'un codant pour la 3P- 
HSD humaine, 1 1 autre codant pour le cytochrome P 4S0 17a bovin, 
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tous les deux sous le controle du promoteur CYC1 de 
S. cerevisiae et portant le marqueur de selection URA3-& a 
ete construit en suivant success! veraent les stades 1 a 3 
decrits ci-dessous (figures 15A et B) , puis les stades 4 a 6 
5 decrits ci-dessous, puis transforme dans une souche de levure 
mut ant e a tf2 -A : : TEFl prom /PGK zerm ( TGY1 86). 
st-arift 1 : construction du plasmide pTG10210 
Le vecteur d' expression pTG10033 decrit par E. Degryse et 
al., 1995 et contenant le promoteur hybride de levure 
10 GAL10/CYC1, prealablement digere par 1 ' enzyme de restriction 
PvuXI, a ete traite par la phosphatase alcaline puis 
religature en presence de 1 ' oligonucleotide ayant la sequence 
suivante : 

OTG1050 : CCCGAATTCGGG (SEQ ID N°17) 
15 prealablement phosphoryll et hybride" suf lui-meme "de facpori a 
introduire des sites EcoRI en bordure du bloc d f expression 
contenant le promoteur GAL10/CYC1. Le vecteur pTG10210 est 
ainsi obtenu. 

■QfaHfi 9. : construction du plasmide pTG10214 
20 Le bloc d' expression contenant le promoteur GAL10/CYC1 

present dans le vecteur pTG10210 a ete ensuite introduit dans 

le vecteur navette E. coli- levure pTG10 013 decrit par 

E. Degryse et al . , 1995 et contenant le marqueur de selection 

URA3-d. 

25 Le vecteur pTG10013, apres digestion avec 1 1 enzyme de 

restriction EcoRI et traitement a la phosphatase alcaline, a 
ete ligature dans le vecteur pTG10210 prepare au stade 1, 
prealablement digere avec 1 1 enzyme JScoRI . Le vecteur pTG10214 
ainsi obtenu contient le bloc d 1 expression contenant le 

3 0 promoteur GAL10/CYC1 dirige vers le replicon 2^1. 
Sf.ade 3 : construction du plasmide pTG10274 
Dans le plasmide PTG10214, le promoteur GAL10/CYC1 a ete 
ensuite echange avec le promoteur CYC1 par recombinaison 
homologue apres excision du plasmide par traitement avec les 

35 enzymes de restriction Clal et Sail. Le vecteur d'expression 
pTG10031 decrit par E. Degryse et al . , 1995 et contenant le 
promoteur CYC1 a ete digere par les enzymes de restriction 
Hindlll et Fspl , puis recombine avec le plasmide pTG10214 
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prepare au stade 2 et prealablement digere avec les enzymes 
de restriction Clal et Sail, generant ainsi le plasmide 
pTG10274 (figure 16) . 

fit-.aHf* 4 : construction du plasmide pTG104 01 
5 A partir du plasmide pTG10274 contenant le promoteur CYC1 et 
du plasmide pTG10293 contenant la sequence codante pour le 
cytochrome P 450 17a sous le controle du promoteur TEF1, un 
nouveau plasmide pTG10401 contenant la sequence codante pour 
le cytochrome P 450 17a sous le controle du promoteur TEF1 a ete 

10 ensuite genere par recombinaison homologue. 

Le promoteur CYC1 et une partie du replicon d f E. coli ont ete 
excises du plasmide pTG10274, prepare au stade 3, par 
digestion avec les enzymes de restriction Mlul et Dral. Le 
plasmide pTG10293, prepare a 1 1 exemple 5, a ete digere avec 

15 les enzymes de restriction Hindlll et PvuII, puis recombine 
avec le plasmide pTG10274 digere avec les enzymes de 
restriction Mlul et Dral generant le plasmide pTG10401 
(figure 17) . 

Stadfi S : construction du plasmide pTG10403 
20 L'ADNc codant pour la 3p-HSD humaine de type II a ete ensuite 
introduit dans le plasmide pTG10401 sous le controle du 
promoteur CYC1 . 

Dans un premier temps, le vecteur d' expression pTG10262 
contenant 1 1 ADNc codant pour la 3fJ-HSD humaine de type II, a 

25 ete construit selon le schema de la figure 18, a partir du 
vecteur de transfert pTG10095 prepare a 1 1 exemple 3 et du 
vecteur de recombinaison pTG10257 contenant le replicon de 
levure 2/x, un replicon d'E. coli, la cassette d ! expression de 
levure CYCl prom - PGK terjn et un marqueur de selection URA3-d. Ce 

30 vecteur pTG10257 est identique au vecteur de recombinaison 

pTG10042 decrit par E. Degryse et al . , 1995, a I'exception du 
site Xbal contenu dans la region 2/i et qui est remplace par 
un marqueur Xbal° obtenu par remplissage du site Xbal naturel 
avec le fragment de Klenow puis religature. 

35 Le bloc d 1 expression de la 3p-HSD humaine de type II a ete 
excise du vecteur de transfert pTG10095 par digestion avec 
1' enzyme de restriction NotI, puis introduit dans le vecteur 
de recombinaison pTG10257 prealablement digere avec les 
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enzymes de restriction Sail et Mlul , generant le vecteur 
d'expression pTG10262 (figure 19). II faut noter que la 
recombinaison du bloc GAL10/CYC1 -ADNc provenant du plamide 
pTG10095 dans le vecteur de recombinaison pTG10257 contenant 
5 le promoteur CYC1 produit un vecteur d' expression contenant 
le bloc CTCl-ADNc. 

Dans un deuxieme temps", le vecteur d' expression pTG10262, 
prepare ci-dessus, a ete digere avec 1 ' enzyme de restriction 
Xmnl. Le fragment obtenu contenant l'ADNC codant pour la 3(3- 

10 HSD a ete recombine avec le fragment du plasmide pTG10401 

prepare au stade 4 contenant l'ADNC codant pour le cytochrome 
P 4S0 17a obtenu par digestion avec 1 1 enzyme de restriction 
Seal I. Le plasmide pTG10403 (figure 20) ainsi obtenu contient 
deux blocs d ■ expression, l'un codant pour la 3f}-HSDH sous le 

15 controle du promoteur ' CY'Cl ,~ 1 ' autre "codant pour" le cytochrome 
P 450 17oc sous le controle du promoteur TEF1. 
.qtadft 6 : construction du plasmide pTG10417 

Enfin, dans le plasmide pTG10403 ci-dessus, le promoteur TEF1 
a ete echange avec le promoteur CYC1 . 

20 D'une part, le plasmide pTG10058 decrit a 1 1 exemple 5 a ete 
digere avec 1 ' enzyme de restriction PvuII, ce qui permet de 
liberer une partie de la sequence codante pour le cytochrome 
P 450 17a associee avec le promoteur CYC1 ainsi que la majeure 
partie du replicon d'E. coll. D 1 autre part, une partie du 

25 replicon d'E. coll a ete eliminee du plasmide pTG10403 

prepare au stade 5 par digestion avec 1 1 enzyme de restriction 
Dral. Par recombinaison des deux plasmides prealablement 
ainsi digeres, le plasmide pTG10417 est finalement obtenu . 
Le plasmide pTG10417 contient le replicon de levure 2\x, le 

30 marqueur de selection URA3-& et les deux blocs d ' expression, 
l'un codant pour la 3P-HSD humaine, 1 ' autre codant pour le 
cytochrome P 450 17a d'origine bovine, tous les deux sous le 
controle du promoteur de levure CYC1 (Figure 21) . 
Le plasmide pTG10417 a ete ensuite transforme respectivement 

3 5 dans la souche parente FY1679 ou dans la souche TGY186 (atf2- 
A : : TEFl prow /PGK term ) preparee a 1' exemple 4. 

Les transf ormants ont ete isoles sur un milieu YNB (Difco) 
gelose, contenant 0 , 5 % de glucose, enrichi en tryptophane, 
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histidine et leucine (100 /xg/ml chacun) . 

Lies colonies ainsi obtenues ont ete ensuite precultivees 
pendant 24 heures a 28°C dans le milieu YNB (Difco) contenant 
0,5 % de glucose et 0,1 % de casaminoacides, puis diluees a 
5 A600=0,l et supplementees en pregnenolone a 100 jag/ml , soit 
dans le meme milieu frais (milieu 1) , soit dans le milieu YNB 
(Difco) contenant 0,1 % de glucose, 2 % de glycerol et 0,2 % 
de casaminoacides (milieu 2) . Apres 48 heures de croissance 
et de bioconversion, les steroides ont ete extraits et 
10 mesures par RP-HPLC comme indique a 1 ' exemple 1 en utilisant 
les standards de pregnenolone, 17a-hydroxypregnenolone , 
progesterone et 17a-hydroxyprogesterone . 

Les resultats obtenus exprimes en /xg/ml sont montres dans le 
tableau 5 (milieu 1) et le tableau 6 (milieu 2) suivants : 

15 

Tableau 5 



Souche 


FY1679/pTG10417 


TGY186/pTG10417 


Pregnenolone 


0 


58, 1 


Pregnenolone acetate 


87,3 


0 


17a- hydroxypregnenolone 


0 


3,1 


17a- hydroxypregnenolone 






acetate 


0 


0 


Progesterone 


10, 6 


1,4 


1 7 a - hy dr oxyp r oge s t e rone 


1,3 


23,4 



Tableau 6 

20 



Souche 


FY1679/pTG10417 


TGY186/pTG10417 


Pregnenolone 


0 


54, 0 


Pregnenolone acetate 


52, 1 


0 


1 7a - hydroxypregnenolone 


0 


3,4 


1 7a - hydroxypregnenolone 






acetate 


12, 8 


0 


Progesterone 


0 


1,4 


17a-hydroxyprogesterone 


8, 6 


31,4 
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Ces resultats montrent que la bioconversion dans la souche 
sauvage (FY) transformee par le plasmide pTG10417 resulte 
dans 1 1 accumulation de pregnenolone acetate et de 17a- 
hydroxypregnenolone acetate qui ne sont pas trans formes 
5 ulterieurement par les enzymes 3P-HSDH ou P 450 17a et que le 
bilan de bioconversion est inferieur a celui observe avec le 
mutant atf2 (TGY186) transforme. 

Un echantillon de la souche transformee TGY186/pTG10417 a ete 
depose a la Collection Nationale de Cultures de Micro- 
10 organismes (CNCM) INSTITUT PASTEUR, 25, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 FRANCE, le 20 janvier 1999 sous le 
numero 1-2118. 
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REVINDICATIONS 

1) Souche de levure modifiee dans laquelle 1 1 activite acetyl - 
CoA pregnenolone acetyltransf erase (APAT) est eliminee par 
alteration du gene codant pour cette activite et dont il 

5 resulte une stabilisation des 3P-hydroxysteroldes . 

2) Souche de levure modifiee selon la revendication 1 dans 
laquelle le gene altere est le gene ATF2 de S. cerevisiae ou 
un homologue de celui-ci. 

3) Souche de levure modifiee selon la revendication 2 dans 
10 laquelle le gene altere est le gene ATF2 de S. cerevisiae . 

4) Souche de levure modifiee selon la revendication 3 dans 
laquelle le gene ATF2 est altere par insertion d'une sequence 
d'ADN ayant au moins un nucleotide. 

5) Souche de levure modifiee selon la revendication 4 dans 
15 laquelle le gdne ATF2 est" altere par insertion" du gene de" 

selection URA3 ou du bloc d' expression TEFl prom /PGK cerm . 

6) Souche de levure modifiee selon la revendication 5 dans 
laquelle le gene ATF2 est altere par insertion du gene de 
selection URA3 . 

2 0 7) Souches de S. cerevisiae modifiees selon la revendication 

6 denommees TGY156 et TGY158. 

8) Souche de levure modifiee selon la revendication 5 dans 
.laquelle le gene ATF2 est altere par insertion du bloc 
d 1 expression TEFl prom /PGK zern . 
25 9) Souche de S. cerevisiae modifiee selon la revendication 8 
denommee TGY18 6. 

10) Souche de levure transformee dans laquelle 1 1 activite 
acetyl -CoA pregnenolone acetyltransf erase (APAT) est eliminee 
par alteration du gene codant pour cette activite et expri- 

3 0 mant au moins l'une des enzymes de la voie de biosynthese de 

1 1 hydrocortisone a partir du cholesterol choisie parmi : 

- 1 1 enzyme de clivage de la chaine laterale du cholesterol 
(P 450 SCC) , 

- la 3p-hydroxy-delta 5 -steroide deshydrogenase/delta 5 -delta 4 - 
35 steroide isomerase (3P-HSD) et 

- la 17a- steroide hydroxylase (P 450 17a) . 

11) Souche de levure transformee selon la revendication 10 
dans laquelle le gene altere est le gene ATF2 de 
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S. cerevisiae ou un homologue de celui-ci. 

12) Souche de levure transformee selon la revendication 11 
dans laquelle le gene altere est. le gene ATF2 de 
S. cerevisiae . 

5 13) Souche de levure transformee selon la revendication 12 
dans laquelle le gene ATF2 est altere par insertion d'une 
sequence d'ADN ayant au moins un nucleotide. 

14) Souche de levure transformee selon la revendication 12 
dans laquelle le gene ATF2 est altere par insertion du gene 

10 de selection URA3 . 

15) Souche de levure transformee selon la revendication 14 et 
exprimant la 30-HSD. 

16) Souche de S. cerevisiae transformee selon la revendica- 
tion 15, denommee TGY158/pTG108 62 . 

15 17) Souche de levure transformee selon la revendication 12 
dans laquelle le gene ATF2 est altere par insertion du bloc 
d 1 expression TEFl prow /PGK cerm . 

18) Souche de levure transformee selon la revendication 17 et 
exprimant P 450 17a. 
2 0 19) Souche de S. cerevisiae transformee selon la revendica- 
tion 18, denommee TGY186/pTG10435 . 

20) Souche de levure transformee selon la* revendication 17 et 
coexprimant la 3|3-HSD et P 4S0 17a. 

21) Souche de 5. cerevisiae transformee selon la revendica- 
25 tion 20/ denommee TGY186/pTG10417 . 

22) Procede d'oxydation in vivo d'un substrat choisi parmi un 
sterol endogene, un sterol exogene ou un steroide exogene 
dans lequel on utilise une souche de levure transformee selon 
l'une des revendications 10 a 21 que, soit 1 ' on cultive seule 

30 lorsque la souche genere le sterol endogene, soit 1 ' on incube 
avec le sterol ou le steroide exogene et on isole eventuelle- 
ment le compose oxyde obtenu. 

23) Procede d ! oxydation in vivo selon la revendication 22 
dans lequel le substrat est un 3p-hydroxysteroide et dans 

35 lequel on utilise une souche de levure transformee selon la 
revendication 15 et isole eventuellement le 3 -oxo-delta 4 - 
steroide obtenu. 

24) Procede d'oxydation in vivo selon la revendication 23 
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dans lequel le 3p-hydroxysteroide est choisi parmi la 
pregnenolone ou la l7a-hydroxypregnenolone . 

25) Procede d'oxydation in vivo selon la revendication 22 
dans lequel le substrat est un steroide et dans lequel on 

5 utilise une souche de levure transf ormee selon la revendica- 
tion 18 et isole eventuellement le steroide 17<x-hydroxyle 
obtenu. 

26) Procede d ! oxydation in vivo selon la revendication 25 
dans lequel le substrat steroide est la pregnenolone ou la 

10 progesterone. 

27) Procede d'oxydation in vivo selon la revendication 22 
dans lequel le substrat est un 3 P- hydroxys terolde et dans 
lequel on utilise une souche de levure transformee selon la 
revendication 20 et isole eventuellement le 3 -oxo-delta 4 - 

15 steroide 17<x-hydroxyle obtenu. 

28) Procede d'oxydation in vivo selon la revendication 27 
dans lequel le substrat steroide est la pregnenolone. 
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